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Abstract of FR2741266 

Products having a cosmetic or therapeutic effect containing one or more active materials, at least one 
of which is a protein (I) capable of reversibly fixing one or more oxygen molecules, are new. The 
protein (I) preferably carries one or more copper atoms, haemocyanins and their derivatives being 
especially suitable. These are prepared by known methods from the haemolymph of marine molluscs, 
cephalopods or gastropods 
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(54) STIMULATION DU METABOLISME CELLULAIRE PAR UNE PROTEINE FIXANT REVERSIBLEMENT 
W L'OXYGENE, CELLE-CI PERMETTANT LA POTENTIALS ATI ON DE L'ACTIVITE D'AUTRES SUBSTANCES A 
VOCATION THERAPEUTIQUE OU COSMETIQUE. 



\57j Stimulation du metabolisme cellulaire par une proteine 
fixant reversiblement I'oxygene, celle-ci permettant la po- 
tentialisation de I'activite d'autres substances a vocation 
therapeutique ou cosmetique. 

La proteine qui fixe reversiblement I'oxygene est une 
proteine contenant plusieurs liaisons organometalliques 
dans lesquelles le metal lie est le Cuivre et qui appartient a 
la famille des Hemocyanines. 

Cette stimulation du metabolisme cellulaire permet la for- 
mulation de preparations actives a vocation pharmaceuti- 
que ou cosmetique. 

L'activite de ces preparations est par exemple orientee 
vers la simulation des fibroblastes du tissu conjonctif, des 
melanocytes ou keratinocytes. 

Cette proteine de haut poids moleculaire, dans laquelle 
les atomes de cuivre forment un complexe organometalli- 
que permettant le transport de gaz dissous, peut etre utili- 
ses dans une preparation pharmaceutique ou cosmetique 
seule ou en association avec d'autres principes actifs. 

Lorsqu'elle est utilisee seule, elle produit un effet de sti- 
mulation et de normalisation du metabolisme cellulaire. 

Lorsqu'elle est utilisee en association avec une autre 
substance active, elle normalise le metabolisme et poten- 



tialise l'activite du principe actif cosmetique ou pharmaceu- 
tique associe. 
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Stimulation du metabolisme cellulaire par une proteine fixant reversiblement 
I'oxygene, celle-ci permettant la potentialisation de I'activite d'autres 
substances a vocation therapeutique ou cosmetique. 



La presente invention conceme le precede de preparation d'une substance active destinee a agir sur le 
metabolisme cellulaire pour en stimuler l'activitd. 

1 5 La cellule est la plus petite unite de vie organisee. Elle est le siege d'echanges chimiques et gazeux permanents 
avec son environnement . Ces echanges se font a travers la membrane cellulaire. Grace a cet Change, 
I'oxygene present dans l'environnement peut atteindre une proteine appelee cytochrome C oxydase qui reduit 
I'oxygene en fortnant de I'eau et permet simultanement la phosphorilation d'une molecule d'adenosine 
diphosphate. Ce mecanisme de respiration cellulaire s'effectue au niveau des mitochondries qui constituent le 

20 « moteur » de chaque cellule. .... . A 

De nombreuses publications ont demontre qu'au cours du vieillissement de la cellule, sa capacite a prelever et a 
utiliser I'oxygene diminuait progressivement et que son metabolisme se ralentissait proportionnellement. 
Nous savons que la rigidificadon progressive de la membrane cellulaire modifie les phenomena de diffusion 
passive a travers cette membrane qui devient impermeable. La cellule perd progressivement ses relations avec 

25 son environnement, son metabolisme se ralenlit et elle devient une cellule vicilhssante. 

L'objet de I'invention est de permettre a la cellule de limiter les consequences de ce vieillissement grace a une 
preparation permettant : - de restaurer une permeabilite membranaire suffisante, 

. de retablir les echanges gazeux et lui apporter une quantite d oxygene 
30 necessaire a sa respiration, 

. foumir les elements indispensables au redemarrage de son metabolisme. 

Selon les caracteristiques de I'invention. la preparation active est elaboree a partir d'une matiere premiere 
3 5 disponible dans la nature et qui est restee jusqu'a nos jours incxploilee dans le domaine concerne par la 
prdsente invention. 

Un des composants de la preparation active est une proteine obtenue par purification de rhemolymphe. 
L'Mmolymphe est le tissus liquide qui permet aux animaux a sang froid (mollusques manns, arachnidds...) de 
40 transporter I'oxygene necessaire a leur respiration. II s'agit de l'homologue de I'hemoglobine des vertcbres 
superieurs a respiration aerienne. contcnue dans les hematies ou globules rouges. 

U comparison des proprietes de I'hemoglobine et de I'hemolymphe permet de degager les points essentiels 

45 sulvants ' _ Dans rWmo g| 0 bine. le complexe capable de fixer de fa?on reversible I'oxygene contient un 
atomc de Fer alors que dans rhemolymphe, l'heme est constituee d'un noyau de Cmvre. 

- Li capacite de I'hemolymphe a fixer I'oxygene reversiblement est tres superieure a celle de 
I'hemoglobine. 

50 . La masse moleculaire de la proteine qui entoure l'heme dans I'hemoglobine est de 65 000 

Dalton environ 

La masse moleculaire de I'hemolymphe est de 900 000 Dalton environ 

55 
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Description d'unc rool&ule d'Mmolymphe : 

La structure de Themocyanine est connue, notamment grace a la description de C Bonaventura, J. Bonaventura 
et B Sullivan dans la publication « Hemoglobins and Hemocyanins, comparative aspects of structures and 
functions », J.Exp.Zool. 194, 155-174 (1975). 

Une mol&ule d'temocyanine est constituee de 8 a 12 monomeres, chacun d'eux ayant un site actif pouvant 
fixer rdversiblement Toxygene. 

Le site actif est constitue de deux atomes de cuivre lies directement a la proteine par 6 histidines. 
L'hemocyanine ne comporte pas de structure analogue a Theme qui porte Tatome metallique dans 

Themoglobine. , ( ip(tl 

Comme pour Themoglobine, Themocyanine passe de Tetat oxyhemocyamne en presence d oxygene a 1 etat 
desoxyh&nocyanine lorsque le gaz carbonique remplace Toxyg£ne. 

Les atomes de cuivre passent Tetat cuivrique a Tetat cuivreux, le spectre d'absorption de la molecule passe de 
340 nm a 280 nm. 



Proced£ detraction et de purification de Themocyanine 
20 De nombreux organismes marins possMent une hemolymphe riche en hemocyanine. 

L'hemocyanine peut etre extraite de mollusques. de cephalopodes ou de gasteropodes. Chaque esptee possede 
une hemocyanine dont Taffinite pour Toxygene (P50 mm Hg) varie de 10 a 120. 

L'extraction et la purification de Themocyanine fait appcl a des techniques connues du domaine de la chimie et 
25 de la biochimie. 

Une succession d'etapes comportant une hydrolyse mcnagce enzymatique ou chimique, des nitrations, 
ultrafiltrations et dialyses permeltent Telimination de toutcs les structures molcculaires indesirables et les sous 
produits de faible poids moleculaire. 

La solution de couleur bleutee contenant la proteine est conccntree jusqu'a ce que le dosage en matieres 
30 proteiques soit compris entre 0.2 % et 10% , de preference entre 2% et 5% 

La valeur protdique est evaluee par la technique du Kjelldahl ou par la technique de Lowry. 

Le dosage du cuivre est effectuee par absorption atomique. 

La solution est ensuite stabilisee chimiquement, notamment pour ce qui concerne ses proprietes acido-basiques 
35 avec des neutralisants qui sont bien connus de la technique chimique et qu'il n'est pas utile de citer ici. 

La solution ainsi obtenue que nous appellerons solution A entre dans la composition de substances actives 
preparees selon Tinvention a des fins therapeutiques ou cosmctiques. 

40 La solution A qui repond aux caracteristiques definics precedemment peut etre utilisee dans le but de 
normaliser le metabolisme cellulaire. u- - 

Cette propriae est aisement verifiable grace I un test permettant d^evaluer la quantite d ATP synthetase par 
une culture cellulaire mise au contact de la solution A par comparison avec la meme culture non traitee par la 
solution A. Dans le cas de la culture cellulaire traitee par la solution A, la quantite supplementaire d'ATP 

45 synthetisee est tres significative, ce qui traduit une stimulation importante du metabolisme cellulaire. 

L'objet de Tinvention est de mettre a profit la reactivation du metabolisme cellulaire dans le but de preparer des 
compositions actives pharmaccutiques ou cosmctiques qui pcrmcltront de rcmedier a TafTaibhssement ou au 
defaut d'activite de certaines cellules spccialisccs. 
50 Les compositions actives sont preparees indifTercmmcnt a partir de la solution A seulc, ou a partir de la 

solution A a laquellc on njoutc un ou plusicurs principes nclifs connus pour leurs proprietes pharmaceutiques ou 
cosmetiques. 

Dans ce dernier cas. Ie role de Themocvanine est de potentialiscr TefTet de la substance active complementaire. 
Cette propriete est notamment inleressante car elle peut permcttre d'eviter un surdosage inutile ou parfois 
55 meme nocif de la substance susceptible d T exercer un effct cosmetique ou therapeutique. 
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Les substances actives comptementaires peuvent etre de nature tres differentes. Les compositions suivant 
I' invention peuvent contenir des vitamines, des hormones, des enzymes, des vasodilatateurs, des 
vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, antiseptiques, anti-allergiques, neuroleptiques... 
5 La preparation de la composition suivant ['invention peut etre realisee sous forme de lotion, d'6mulsion, de gel 
ou de toute autre forme galenique pouvant etre administree par voie orale, par injection ou par voie 
transcutanee. 

U vocation de ces preparations peut etre par exemple de ralentir le vieillissement du tissus conjonctif cutand, la 
10 normalisation de l'hydratation de l'epiderme, 1'inhibition de la formation de radicaux libres au sein du derme, 
Taugmentation de la capacity des melanocytes i synthetiscr la melanine ou bien Taugmentation de la quantity 
de teratine synthetisee par les teratinocytes. 

Les traitements envisages pourront avoir un aspect preventif ou curatif. 

15 



EXEMPLES : L'invention est illustree de fagon non limitative par les exemples qui suivent. 

20 Exemple 1 

Produit cosmetique rehydratant. 

Cet exemple d6crit le role de l'eau liee a rhemocyanine. La molecule d'hemocyanine comporte un grand 
nombre de sites polaires qui retiennent l'eau dans une sphere d'hydratation. 
Dans 100 g d'une Emulsion Huile dans eau on introduit : 
25 - 2 g de solution d'hemocyanine repondant aux caracteristique denies precedemment (solution A), 

- 2 g d'une solution d'uree & 20% 

- 2 g d'une solution de hyaluronate de sodium a 10% 

-lgde glycerine t t . 

La preparation apporte un effet hydratant prolonge. Les mesures de resistivite au corneom&re montrent une 
30 hydratation beaucoup plus importante qu'avec une emulsion nc comportant pas d'hemocyanine. 



Exemple 2 

Produit cosmetique reginerant pour la peau. 
35 Cet exemple ddcrit le role de rhemocyanine pour la stimulation des fibroblastes qui ont la charge de la syntnesc 
de t'elastine et du collagene. Le tissus conjonctif dermique devient plus soupte et plus tonique. 
Dans 100 g d'une emulsion huile dans eau on introduit : 

- 2 g de solution d'hemocyanine repondant aux caracteristique definies precedemment (solution A), 

- 2 g d'une solution d'hydrolysat d'elastine a 4% 
40 - 2 g d'une solution d'hydrolysat de collagene a 4% 

Une application journaliere de cette preparation permet de donner une plasticite et une tonicite plus importante 

a la peau. 

45 Exemple 3 

Produit analgesique. 

Cet exemple d&rit 1'aptitude de la solution d'hemocyanine a favoriser les echanges 
Dans 100 g d'un pommade molle on ajoute 

- 2 g de solution d'hemocyanine repondant aux caracteristique definies precedemment (solution A), 
50 - 2,5 g de glafenine 

- 4 g de polyvinyl-pyrrolidinone 

II suffit d'une mince couche appliquee sur la peau pour calmer ta douleur sans obligation d ingestion 
d'analgesiques per os. 

55 
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Exemple 4 

Produit cosm&ique activateur de bronzage. 
5 Cet exemple d&rit I'intdret de l'utilisation de Phemocyanine dans le processus de synthase de la mflamne. 
Us atomes de cuivre lies a la proteine jouent le role de catalyseur de la transformation de la tyrosine en 
m&anine. 

Dans 100 g d'un lait pour application cutanee on ajoute 

- 2 g de solution d'hemocyanine repondant aux caracteristique definies precedemment (solution A), 

10 - 2,5 g de tyrosine tr i m 

- 2 g d'un diviwi cinnamique ou acide hydroxy-2 methoxy4 bcnzophenone-5 sulfonique jouant le role 

d'absorbeurd'UV 

- lg de salicylate d'ethyle-2 hexyle 

Le bronzage est plus rapide et plus intense. La production de melanine qui s effectue normalement 48 heures 
15 apres la premiere exposition au soleil est plus rapide. La preparation permet d'augmenter le seuil minimal 
erythemateux. 

Exemple 5 

20 Produit cosmetique cicatrisant. 

Cet exemple decrit Factivite de Fhemocyanine en combinaison avec un agent cicatrisant. 
Dans 100 g d'une microemulsion eau dans huile on ajoute 

- 2 g de solution d'hemocyanine repondant aux caracteristique definies precedemment (solution A), 

- 0,2 g de digluconate de chlorhexidine, 
25 - 2 g de solution d'hydrolysat d'elastine, 

- 1 g de lactate d'ammonium . 
La cicatrisation est rapide, grace a la stimulation des fibroblastes on remarque la presence d elastine et de 
collag^ne au niveau du cone cicatriciel. La cicatrisation se fait sans formation du bourrelet cicatrical ou 
cheloide. 

30 

Exemple 6 

Lotion cosmetique favorisant la croissance des phaneres. 
Cet exemple d&rit la stimulation des keratinocytes par rhemocyanine. 
Dans 100 g de lotion capillaire on introduit 
35 - 5 g de solution d'hemocyanine repondant aux caracteristique definies precedemment (solution A), 
- 1 g de methionine 

- 1 g de cysteine 

- 2 g d'une solution d'hydrolysat de keratine 

- 1 g de minoxidil , . 

40 L'application de cette lotion sur le cuir chevelu stimule les bulbes capillaires et favonse la croissance des 
cheveux. Des resultats appreciates sont obtenus pour ralentir la chute des cheveux . Dans certains cas, il est 
possible de favoriser la repousse. 

45 Exemple 7 

Gel cosmetique anti-radicaux libres. t 
Le gel est compose d'une dispersion de carboxymethyl cellulose dans laquelle on ajout 2/o de solution 
d'hemocvanine repondant aux caracteristique definies precedemment (solution A), 
Cet exemple decrit Faction dc rhemoevnnine sur une culture ccllulaire de fibroblastes. 
50 La culture cellulaire est separcc en deux lots. Un lot servant de temoin. Pautre traits par le gel contenant de 
rhemocyanine. . 
Le dosage du malonaldehyde. dernier element issu de la destruction des proteines par les radicaux libres est 

Dans le lot non traite, il apparait que la quantite de malonaldehyde dose est 4.5 fois plus importante que dans le 
55 lot traits 
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Revendications 

10 1° - Produit pour applications cutan&s a effet cosm&iques et/ou th&apeutiques renfermant une ou plusieurs 
substances actives, caract£ris6 en ce que 1'une des substances actives est constitug d'une proline capable de 
fiver rfversiblement une ou plusieurs mol&ules d'oxyg&ne. 

2° - Produit suivant la revendi cation 1, caract£ris£ en ce que la prot&ne comportant un ou plusieurs atomes de 
IS cuivre lids k la proline pour former une liaison de type organom&allique et capable de fixer reversiblement 
I'oxygfene. 



20 



30 



3° - Produit suivant les revendications 1 et 2, caract£ris£ en ce que la proline contenant les atomes de cuivre 
est connue sous la denomination h£mocyanine ou d£riv£ d'hdmocyanine. 

4° - Produit suivant les revendications 1 a 3, caract£ris£ par son aptitude a stimuler le m&abolisme cellulaire 
et a potentialiser l'effet des autres substances actives de la preparation. 



5° - Produit suivant les revendications 1 a 4 caiacterisl par son activity sur la normalisation du m&abolisme 
25 cellulaire et capable de stimuler la synthase d'llastine, de collagfene, de m6lanine, k£ratine et de toute autre 
substance constitutive du tissu conjonctif. 



6° - Produit suivant les revendications 1 a 4 caractens£ par son activity sur le tissu conjonctif seul ou en 
association avec un principe actif destine a agir sur la normalisation cellulaire. 

7° - Preparation active a vocation cosm&ique ou pharmaceutique comprenant une proline de haut poids 
mol&ulaire et dans laquelle les atomes de cuivre sont li6s a la proteine pour former un complexe 
organom£tallique permettant le transport <Toxyg£ne 

35 8° -Potentialisation de l'activite d*un principe actif cosm&ique ou pharmaceutique par association de ce 
principe actif avec une solution d'hSmocyanine. 
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